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CLONAGE DU GENE CODANT POUR LA PROTEINE GP28.5 DE 
T. GONDII ; FRAGMENTS PEPTIDIQUES ISSUS DE LADITE 
PROTEINE ET LEURS APPLICATIONS. 

La presente Invention est relative au clonage 
5 du gene codant pour un antigene d'excretion-s6cr6tion de 
28,5 kDa de toxoplasme, et a l'obtention de fragments 
peptidiques repr6sentant des epitopes de celui-ci, ainsi 
qu'a des preparations dudit antigene et de ses fragments, 
et a leurs utilisations . 
10 La toxoplasmose est une des infections a pro- 

tozoaires les plus r6pandues, aussi bien chez 1 • homme que 
chez 1 1 animal . Elle est responsable d* environ 25% des 
d6ces chez les patients atteints du SIDA. L 1 infection 
cong6nitale, cause d' avortements ou de malformations neo- 
15 natales s^veres chez 1 'homme et les animaux domestiques, 
pourrait §tre prevenue. En effet, on sait que la primo- 
infection induit une immunity de longue duree. 

Dans la recherche d*antig&nes protecteurs per- 
mettant le d6veloppement d'un vaccin contre la toxo- 
20 plasmose, differents antigenes ont et6 6tudi6s. L'equipe 
des Inventeurs s'est en particulier interessee aux anti- 
genes d'excr6tion-s6cr6tion (ESA) des tachyzoites. II a 
en effet et6 etabli, au cours d' experiment at ions aussi 
bien chez l 1 homme que chez 1' animal, que les antigenes 
25 ESA etaient immunogenes • II a egalement 6te montre que 
certains des ESA possedent des Epitopes communs avec des 
antigenes des bradyzoltes. Or, les bradyzoites sont la 
forme resistante du parasite. 

Diff6rentes approches, comprenant en particu- 
30 lier la production d'anticorps monoclonaux, le marquage a 
1'or colloidal, et la biologie moleculaire, ont conduit 
l'equipe des Inventeurs a la caracterisation de quatre 
antigenes communs [CHARIF et al. Exp. Parasitol., 71:117 
(1990)], [CESBRON-DELAUW et al . , Proc. Natl. Acad. Sci . 
35 USA, 86:7537 (1989)], [DARCY et al . , Parasitol. Res. 
76:478, (1990)]. Le principal, denomme Gra2 qu GP28.5,est. 
une. glycoproteine de 28.5 kDa, et il a ete montre qu'il 
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feait un constituant de la matrice des granules denses 
des tachyzoites, et gu'il etait associe avec le reseau de 
micro-villosites de la vacuole parasitophore du parasite, 

apres invasion de 1'hSte . ^ 
5 Un antigene de 28 kDa (P28) , considere comme 

, , . , nr>*>a c: „ ite deer it par SIBLEY et 

similaire a l'antxgene GP28.5, a ece aectj-u j-> 

SHARMA [SIBLEY et al . Infect, immun. 55:2137 (1987)], et 
une sequence d'ADN codant pour cet antigene a ete publxee 
. par PRINCE et al . (Molec. Biochem. Parasitol. 34:3 

10 (1989) ] . . . 

La presente Invention s'est fixe pour but 

1-obtention de preparations purifiees de 1' antigene 
GP28.5, ainsi gue 1'obtention de cet antigene sous forme 
recombinante, et sa caracterisation immunologxque . En 
particulier, la presente Invention a pour but la 
localisation et la caracterisation d' epitopes specifies 

de 1' antigene GP28.5. 

Les Inventeurs sont parvenus a obtenxr une 

preparation purifiee de l'antxgene GP28.5, et ont 
demontre l'effet protecteur d'une immunisatxon par cette 
preparation centre 1' infection par Toxoplasma gondii chez 
la souris. 

Les inventeurs ont egalement clone 1" ensemble 
du gene codant pour 1' antigene GP28.5, et ont localise 
25 les introns et les exons, ainsi gue les regions non- 

codantes en 5' et 3'. 

La presente invention a pour objet un fragment 

d'acide nucleigue, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence codant pour 1' antigene GP28.5 de toxoplasme. Un 
30 fragment d'acide nucleigue conforme a 1 ' Invention est 
represents dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ.ID.NO:l. Par : -sequence codant pour 
!• antigene GP28.5 de toxoplasme", on entend non seulement 
la sequence codante identifiee dans la sequence 
35 SEQ.ID.NOsl. mais egalement toute sequence qux , compte 
tenu de la degenerescence du code genetique, code pour le 



20 
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polypeptide repr6sent6 dans la liste des sequences en 
annexe sous le num^ro SEQ.ID.N0:2. 

Les Inventeurs ont egalement montre que 
l # antigene GP28.5 contient plusieurs Epitopes majeurs 
5 specif iques des cellules B ; I'un d'entre eux # qui est 
reconnu par un anticorps monoclonal de souris denomm6 
TG17-179 [CHARIF et al . , Exp. Parasitol., 71:117 (1990)] 
est localise h I'extr&nite C-terminale de la molecule. 

Les Inventeurs ont caract6ris6 cet epitope et 
10 ont montre qu'il comprenait au moins les 5 acides amines 
C-terminaux de GP 28.5. En outre, ils ont montre que cet 
epitope est 6galement un epitope majeur reconnu par des 
anticorps polyclonaux humains diriges , contre T. gondii. 

L 1 Invention englobe egalement des fragments 
15 decide nucleique qui codent pour des polypeptides 
representant des Epitopes de 1 1 antigene GP28 . 5 . 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente Invention, ledit fragment d'acide nucleique code 
pour un polypeptide comprenant au moins les 5 acides 
20 amines C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
1 1 invention, ledit fragment d'acide nucleique code pour 
un polypeptide comprenant le fragment 24-129 de la 
sequence SEQ.ID.NO:2. 
25 Selon encore un autre mode de realisation pre- 

fere de 1" invention, ledit fragment d'acide nucleique 
code pour un polypeptide comprenant le fragment 127-17 6 
de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

L 1 Invention a egalement pour objet des vec- 
30 teurs recombinants (plasmides, virus, etc..) caracteri- 
s6s en ce qu'ils compttennent au moins un fragment d'acide 
nucleique tel que d6fini ci-dessus, codant pour 
l'antigene GP28.5 de toxoplasme, ou pour un fragment 
peptidique representant un epitope de celui-ci. 
35 Lesdits vecteurs sont en. particulier des 

vecteurs d ' expression, comprenant des sequences de type 
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promoteur, terminateur, etc... 

La presente Invention a egalement pour objet 
des cellules eucaryotes ou procaryotes transformees (et 
en particulier des microorganismes) , caracterisees en ce 
gu'elles contiennent au itioins un vecteur recombinant 

conforme a 1* Invention. 

L' Invention a egalement pour objet un polypep- 
tide de 185 acides amines dont la sequence qui est 
representee a la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ.ID.NO:2, est celle de l'antigene GP28.5 de 
toxoplasme . 

L ■ Invention englobe egalement les polypeptides 
dont la sequence ne differe de la sequence mentionnee ci- 
dessus que par quelques acides amines, en particulier des 
15 polypeptides representant des variants alleliques ou des 
isoformes de l'antigene GP28.5. 

L' Invention comprend egalement des prolines 
recombinantes comprenant tout ou partie de la sequence de 
la sequence SEQ.ID.NO:2, eventuellement fusionnee avec 
20 une autre sequence polypeptidique ; dans ce cadre, 
1' Invention a en particulier pour objet : 

- une proteine recombinante de 212 acides 
amines, comprenant la totalite de la sequence de 

l'antigene GP28.5 ; 
25 _ une proteine recombinante comprenant les 

amino-acides 127-17 6 de la sequence SEQ.ID.NO:2 ; 

- une proteine recombinante comprenant les 
amino-acides 1-129 de la sequence SEQ. ID. NO: 2 ; 

- une proteine recombinante comprenant les 
30 aminoacides 24-129 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

L 1 Invention concerne egalement un procede de 
production d'une proteine recombinante telle que definie 
ci-dessus, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend une etape au cours de laquelle l'on procede a la 
■ 35 mise en culture de cellules transformees telles que defi- 
nies plus haut, comprenant au moins un fragment d'ADN 
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conf orme a 1 ' Invention . 

Lies polypeptides recombinants conformes a 
1* Invention, exprimes chez E. coli, conservent des 
epitopes majeurs impliques dans la reponse polyclonale a 
5 l'antigene GP28.5, et ce # bien que 1 1 expression chez E. 
coli ne maintienne pas l'integrite structurale de la 
proteine GP28.5 qui est une proteine glycosyl^e. 

Si l'on souhaite toutefois obtenir d'autres 
epitopes tels que des epitopes de nature glucidique, ou 
10 des epitopes correspondant a des structures tertiaires et 
quaternaires , on choisira de produire la GP28.5 
recombinante dans des systemes eucaryotes tels que par 
exemple, les levures ou les baculovirus. 

Les Inventeurs ont en outre montre que la 
15 sequence C-terminale de quinze acides amines de 1' anti- 
gene GP28.5 represente un epitope reconnu par un certain 
nombre de scrums de patients atteints d' infections aigues 
ou chroniques, et ont egalement localise d'autres 
epitopes B majeurs dans le fragment correspondant aux 
20 amino-acides 127-176 de la sequence SEQ.ID.NO:2. En 
outre, les Inventeurs ont localise d'autres regions 
comprises entre les acides amines 24 et 129, et en 
particulier les regions correspondant aux acides amines 
55-7 0 et aux acides amines 140-160 de la sequence 
25 SEQ.ID.NO:2, qui comprennent des epitopes de l'antigene 
GP 28.5 reconnus par les serums humains. 

L 1 Invention a egalement pour objet des 
peptides comprenant au moins un epitope de l'antigene 
GP28.5. 

30 Selon un mode de realisation pr<§fer<§ de 

1' Invention, ledit peptide comprend les 5 acides amines 
C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2 r 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
realisation, ledit peptide comprend entre 5 et 15 acides 

35 amines C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

» ■ ■ 
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Selon une modalite preferee de cette disposi- 
tion, ledit peptide comprend les 8 acides amines 
C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
1- Invention, ledit peptide comprend les acides amines 
24-129 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
1' invention, ledit peptide comprend les acides amines 55 
a 70 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

Selon encore un autre mode de realisation pre- 
fere de 1' Invention, ledit peptide comprend les acides 
amines 140 a 160 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

La sequence des 5 acides amines C-terminaux de 
l'antigene GP28.5 est reconnue en immuntransf ert par 
15 1' anticorps monoclonal de souris TG 17-179. Un ELISA com- 
petitif avec des peptides plus longs a montre que 
1 • immunoreactivite etait conservee pour des peptides de 8 
residus ou plus, et perdue quand le peptide etait reduit 
aux 6 derniers residus C-terminaux ou moins. Des expe- 
20 riences avec 1 ' octapeptide depourvu du residu glutamine 
C-terminal ont montre qu'il etait alors 20 fois moins 
actif. En revanche, ni 1 'addition de residus a l'extre- 
mite c-terminale, ni la substitution de la fonction COOH 
terminale ne changent 1 ' immunoreactivite de 1' epitope. En 
25 outre, des experiences de competition entre 1" anticorps 
monoclonal TG 17-179 et des serums de patients infectes 
ont montre que 1' epitope defini par cet anticorps mono- 
clonal est egalement un epitope majeur pour les anticorps 

polyclonaux humains ♦ 
30 L' Invention a egalement pour objet des compo- 

sitions antigeniques caracterisees en ce qu'elles com- 
prennent au moins un antigene pris dans le groupe conati- 
tue par : 

- une preparation purifiee de l'antigene 

35 GP28.5 ; 

'- un polypeptide de sequence SEQ.iD.NO:2 ; 
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- un fragment dudit polypeptide representant 

un epitope de l'antigene GP28.5 ; 

- une prot£ine recombinant e comprenant tout ou 

partie de la sequence SEQ.ID.N0:2. 
5 L 1 Invention englobe egalement un procede de 

preparation d'anticorps anti-GP28.5, polyclonaux ou mono- 
clonaux, caract6ris6 en ce qu'il comprend une 6tape au 
cours de laquelle on immunise un animal avec une composi- 
tion antigenique conforme a 1" Invention. 
10 Les compositions antigeniques conformes a 

1 1 Invention permettent egalement la preparation de reac- 
.tifs de diagnostic, ou de vaccins anti-toxoplasmes . 
L 1 Invention englobe egalement ces reactifs et ces 
vaccins . 

-15' La pr6sente Invention sera mieux comprise a 

I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
r£fere a des exentples concernant le clonage du gene 
codant pour l'antigene GP28.5 de Toxoplasma gondii, et 
1 • identification des epitopes specif iques de cet 
20 antigene. 

r>NAGE et mpgfigTnw nn GRUB CODANT POUR IA GP28.5 



pg crondil 

Sauf precision contraire, les techniques de 
manipulation des acides nucl6iques et de clonage molecu- 
25 laire utilisees dans les exemples qui suivent sont celles 
decrites par SAMBROOK et al.IA Laboratory Manual (second 
edition) , Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY* (1989)] 

L'anticorps TG 17-179 a 6t6 obtenu a partir de 
30 souris BALB/C immunisees avec des antigenes ESAs comme 
decrit par CHARIF et al. [Exp. Parasitol. 71:114 (1990)].' 

RXKMPLE 1 : C LONAGE DU GENE CODANT POUR Lft SB2JB ,5 
T. gondii 

1 # ) Obtention des toxoplasmes . 
■ 35 Des tachyzoites ont 6te obtenus k partir du 

fluide peritoneal de souris infectees trois jours aupara- 
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vant avec la souche RH de Toxoplasma gondii. Les para- 
sites ont ete recoltes dans du milieu RPMI 1640 (GIBCO 
BRL) , filtres a travers des membranes de polycarbonate 
(diametre de pores 3 microns) (NUCLEPORE.) et laves deux 

5 fois dans le mime milieu. 

2*) Preparation d'acide nucleique de Toxo- 
plasma gondii. L'ARN total a ete isole de tachyzoites de 
ToxopJama gondii de la souche RH par extraction au 
lithium/uree, et l'ARN poly (A+) a ete purifie par 
10 passage sur une colonne d'oligo (DT) -cellulose. 

3*) Construction de la banque d'ADNc de tachy- 
zoites . 

a) Construction dans Xgtll 

La construction de la banque d'ADNc de toxo- 
15 plasme dans le phage lambda gtll a ete decrite par 
CESBRON-DELAUW et al . [ CESBRON- DELAUW et al . Proc . Natl, 
acad. Sci. USA, 86:7537 (1989)]. La banque, apres ampli- 
fication, a ete etalee sur des cellules de E. coli Y1090 
et criblee en utilisant l'anticorps monoclonal TG 17-179. 
20 Les clones posit if s ont ete detectes par incubation avec 
des anticorps anti IgG de souris conjugues a la peroxy- 
dase, suivis d'un marquage au 4-chloro-l naphtol. 

Trois clones de Xgtll ont ete selectionnes : 
il s'agit des clones FM3, FMl, et FM16, contenant respec- 
25 tivement des inserts de 450, 550, et 650 paires de base. 
Des fragments de restriction EcoRI de ces clones ont ete 
sous-clon6s dans les vecteurs M13, mpl8, et mpl9, et 
sequences par la methode de SANGER [FEINBERG et al. 
Anal. Biochm. 137:266 (1984)]. 
30 Le sequencage a montre que ces trois clones codent tous 
pour l'extremite C-terminale de GP28.5. 

b) Construction dans XZapII 

La banque d'ADNc de tachyzoites a ete 
construite dans le vecteur XZapII, en utilisant le "ZAP 

35 cDNA SYNTHESIS KIT" (STRATAGENE) . L'ADNc a 6te synthetise 

en utilisant comme matrice 5 \ig d'ARN poly-A des tachy- 
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zoites, & l'aide de la transcriptase inverse . ( MMLVRT ) 
pour la synthese du premier brin, et de I'ADN polymerase 
I et la RNase H pour la synthese du second brin. Apres 
ligature en 3' d'un adaptateur EcoRI, et aprfes digestion 
5 en 5' par Xhol, 1 ' exces d' adaptateur a et6 <§limin6 par 
chromatographie sur acrylamide-agarose (Ac-A 34, IBF) . 
Les ADNc ont ensuite ete ligatures dans le gene LacZ de 
IZapII ("UNI ZAP XR" , STRATAGENE) et encapsides in vitro 
("GIGAPAC II GOLD PACKAGING EXTRACT 11 , STRATAGENE). Avant 
10 amplification, la librairie comprend 10 6 phages recombi- 
nants . 

Apres amplification, les phages ont ete etales 
sur E. coli XLI-Blue et la bangue a ete criblee avec 
d'une part, le serum polyclonal de souris dirige contre 
15 l'antigene GP28.5 purifi6 (dilution au 1/100) et, d' autre 
part, l"anticorps monoclonal TG17-179 (dilution au 
1/500), tous deux dilues dans du tampon TBS (10 mM TRIS 
HC1 pH 8, 15mM NaCl) . La co-infection des bacteries par 
XZapII et un phage auxilliaire (R408, Stratagene) a per- 
20 mis d'exciser le phagemide pBluescript contenant les 
inserts d 1 ADNc clones. L'ADN single brin obtenu a partir 
du phagemide en presence du m§me phage auxilliaire a ete 
directement employ^ pour sequencer les inserts d 1 ADNc par 
la m^thode des di-d6oxynucleotides . 
25 Le criblage de la banque d 'ADNc construite 

dans le vecteur d' expression XZapII a permis l'obtention 
d 'ADNc plus longs. Le plus long de ceux-ci, denomme 
M LcDNA" comprend 1100 pb ; sa sequence en 3' est homo- 
logue & celle de la P28 de PRINCE et al . , mais est plus 

30 courte d'au moins 121 bp en 5'. 

4 # ) Construction d'une banque genomique de 

Toxoplasma gondii dans le phage EMBL 3 : 

Apres digestion partielle de 1 ■ ADN genomique des tachy- 
zoltes avec Mbol, la banque genomique a ete construite 
35 comme decrit par CESBRON-DELAUW et al . [Proc. Natl. Acad. 

» * 

Sci., USA, 86:7537 (1989)]. 
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La banque construite dans le phage EMBL3 a ete 
etalee sur E. coli P2392, et criblee a l'aide d'un frag- 
ment de restriction de l'ADNc (fragment EcoRl-Sall de 
195 pb) , utilise comme sonde, apres marquage prealable au 
5 32 P. Les hybridations ont ete effectuees a 65 *C, dans du 
tampon 5X DENHARDT [le tampon 5 OX DENHARDT contient 1% de 
SAB, 1% de PVP, 1% de Ficoll (w/v) ] et 6,6X SSC (10X SSC 
comprend 3M NaCl, 0,3M NA 3 C 6 H 5 0 7 , 2 H 2 0, pH 7,2). 

Un clone genomique denomme Gra2 -EMBL3 a ete 
10 select ionne ; a partir de ce clone, un fragment de 
2040 pb, comprenant 1' ensemble du gene ainsi que 780 pb 
de sequence flanquante 5* et 32 pb de sequence flanquante 

3', a ete sous-clone. 

La figure 1 represente la carte de restriction 
15 partielle sur 5 kb du clone, genomique Gra2-EMBL3, ainsi 
que la carte de restriction partielle d'une region de 
2040 pb de celui-ci, qui comprend la totalite du gene 
GP28.5. Cette figure montre egalement la region trans- 
crite et la region codant pour la proteine GP28.5. 
20 L' analyse en Southern blot d'ADN genomique de tachyzoite 
hybride avec une sonde d'ADNc de 1100 pb (clone LcDNA) 
confirme cette carte de restriction. Elle indique Egale- 
ment que le gene codant pour GP28.5 n'est probablement 
pas repet6 dans le genome des toxoplasmes . 
25 La ligne du haut est une carte de restriction 

partielle du clone genomique Gra2-EMBL3 contenant le gene 
GP28. 5 (ce gene est indique par une boite) . Le reste de 
la figure est un agrandissement d'une region de 2040 pb 
qui represente un sous-clone du clone genomique GP28.5, 
30 et qui contient le gene codant pour GP28.5 ainsi que les 
sequences flanquantes de 780 pb en 5' et de 32 pb en 3*. 
Le cadre ouvert de lecture de GP28.5 est indique. ^ Le 
fragment EcoRI-Sall de 195 paires de base qui a et£ uti- 
lise comme sonde pour le criblage des banques est indique 
35 sous les cartes de restriction ainsi que les clones de 
CDNA: LcDNA, FM16, FMI , FM3 . La sequence AAAA indique la 
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queue poly-A des transcrits. Les regions codantes sont 
hachurees. Les sites de restriction sont indiques par les 
abreviations suivantes : AI = AccI, All = Avail ; B = 
Bgll ; E « EcoRV ; H = Hindlll ; N = Nael ; ND = Ndel ; 
5 PI = PstI ; PII = PvuII ; S = Sail ; SM = Smal. 

La sequence complete du gene GP28.5 et des 
regions 5 ' et 3 ' non codantes est montr6e dans la liste 
des sequences en annexe sous le numero SEQ.ID.N0:1. Pour 
determiner 1 • organisation du gene GP28.5, la sequence de 
10 la banque genomique a ete comparee avec la sequence du 
clone LcDNA. 

Cette comparaison montre que le gene GP28.5 
est constitue de deux exons (exon 5':251 pb ; exon 
3': 800 pb) separes par un intron de 239 pb. 
15 Un codon ATG initiateur de traduction est pre- 

sent a la position 886, et le cadre ouvert de lecture se 
termine a la position 1682 avec un codon TAA. Ce cadre 
ouvert de lecture code potentiellement pour une proteine 
de 185 acides amines dont le poids moleculaire th£orique 
20 est de 19,8 KDa. Un site potentiel de clivage d'une 
sequence signal est situe entre les alanines 23 et 24. Le 
cadre ouvert de lecture est borde en 3 ' par une sequence 
non codante de 32 pb. Un transfert de Northern realise 
sur l'ARN total de tachyzoites revele une seule popula- 
25 tion d'ARNm codant pour la proteine GP28.5. La taille du 
messager est estimee approximat i vement a 1100 pb, ce qui 
correspond a la taille du clone LcDNA. 

Pour definir plus precisement le site d' ini- 
tiation de la transcription, une extension d' amorces a 
30 ete effectuee avec l'ARN total de tachyzoites, en 
utilisant comme amorce un oligo-nucleotide (CM10) , 
correspondant aux positions 888 a 867 de la sequence. Par 
cette methode, trois sites potentiels differents 
d' initiation de la transcription ont ete localises, 
.35 respect ivement a 105, 103 et 102 pb en amont du signal 
d' initiation de la traduction. Les deux premiers peuvent 
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corresponds a des sites de transcription mineurs alors 
que le troisieme est sans doute le site ma^eur 
d' initiation de la transcription. 

La sequence d' acides amines de GP28.5 est plus 
5 courte de 67 acides amines a son extremite N-terminale 
que la sequence supposee de 1'antigene P28 precedemment 
publiee par PRINCE et al. Pour verifier le fait que la 
sequence SEQ.ID.NO:! est bien celle qui code pour 
1-antigene GP28.5, la sequence en acides amines 
10 correspondante a ete comparee a celle de cinq peptides 
resultants du clivage par la trypsine de 1'antigene 
GP28 5 purifie par HPLC comme decrit ci-dessous. La 
sequence de ces cinq peptides a ete entierement retrouvee 
dans la sequence en acides amines deduite de celle du 
15 cadre ouvert de lecture du gene clone. 

oa g B Eaam ft^gmfnts pe TiA rrfiQTWf; be gp?p.5 •■ 

1) Proteines de fusion avec la Glutathion-S- 

Transf erase 

20 _ Deux clones d* ADNc representant des frag- 

ments de la sequence cedent pourla proteine GP28.5 ont 
ete sous-clones dans le plasmide pGEX-2T [ SMITH et al. 
Gene, 67, 31-40 (1988)]. Le premier clone, FM16, code 
pour les cinquante-neuf acides amines C-terminaux de 

25 GP28.5, et le deuxieme clone, L represente 212 acides 

amines de GP28.5. 

5 autres fragments (figure 3) codant pour des 

portions de la proteine GP28.5 ont egalement ete sous- 
clones dans les plasmides pGEX-2T et P GEX-3X ( SMITH et 

30 al., cite) : . , 

- le premier clone, ptg.Gra2.1, derive du 

clone LcDNA, code pour 212 acides amines dont les 185, de 
GP28.5 ; 

- le second clone, ptg.Gra2.2, derive du clone 
35 cDNA FM16, code pour les 59 acides amines C-terminaux de 

la proteine GP28.5 ; 

i 
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- le troisieme clone, ptg.Gra2.3, code pour 
50 acides amines (acide amine 127 a acide amine 17 6 

inclus, voir figure 3) ; 

- le guatri&me clone, ptg.Gra2.4, code pour 

5 186 acides amines ; 

- le cinquieme clone, ptg.Gra2.5, code pour 

129 acides amines (partie N-terminale de la proteine 
GP28.5, jusqu'a l 1 acide amine 129 inclus) ; 

- le sixieme clone, ptg.Gra2.6, code pour 171 
10 acides amines (a partir de 1 'acide amine 15 inclus) ; 

- le septieme clone, ptg.Gra2.7, code pour 155 
acides amines (a partir de l'acide amin6 31 inclus). 

Les plasmides pGEX-2T et pGEX-3X contenant les 
inserts d'ADN ont ete utilises pour transformer des 

15 bacteries E . coli JM 109. L • expression et la purification 
des proteines recombinantes ainsi que de la GST seule ont 
ete effectu^es selon le protocole d6crit par SMITH et 
JOHNSON (reference precit6e) • Une culture de E . coli JM 
109 au milieu de la phase logarithmique a ete stimulee 

20 par 0,1 mM de IPTG. Apres 1 heure de croissance a 37*, 
les cellules sont refroidies sur la glace et centrifugees 
a 4000 rpm pendant 15 minutes. Le culot est re-suspendu 
dans 0,02 M PBS, 0,5 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1% TRITON X 100. 

Les cellules sont soniquees sur la glace et centrifugees 
25 a 10 000 g pendant 5 minutes. Les proteines recombinantes 
sont purifiees a partir du surnageant, par chromatogra- 
phies 1 af finite sur de 1 •agarose-glutathion. L f expression 
des proteines recombinantes a ete contr61ee par immuno- 
transfert en utilisant I'anticorps monoclonal TG17-179 ou 
30 le serum polyclonal de souris dirige contre l'antigene 
GP28.5 purifi£. Les proteines recombinantes correspondant 
aux clones ptg.Gra2.2 (59 acides amines) et ptg.Gra.2.3 
(50 acides amines) ont et6 purifiees avec un rendement 
eleve. En revanche, les proteines recombinantes corres- 
35 pondant aux clones . ptg.Gra2.1 (212 acides amines), 
ptg.Gira2.4 (186 acides amines) et ptg.Gra2.5 (12 9 acides 



BNSDOCIO: <WO 



9325688A1_I_> 



WO 93/25689 PCT/FR93/00575 



14 

amines) n'ont ete obtenus qu'avec des rendements faibles 
qui semblent dus a la degradation des proteines d'une 
part, et d 1 autre part a la presence de la sequence signal 
(les 23 premiers acides amines de la prot6ine GP28.5) 
5 dans les proteines recombinantes . 

2) Proteines de fusion avec la p-galactosidase 
Des phages lysogenes recombinants ont ete pro- 
duits a partir du clone original de Xgtll FM16, chez E. 
coli Y1089, selon le procede d^crit par HUYNH et al . 
10 [Glover, D.M. ed. vol, 1, 49-78 IRL Press, Oxford 
(1985)]. Des lysats bruts contenant la P-galactosidase de 
type sauvage ou bien la proteine de fusion 
[GP 28.5/P-galactosidase] ont ete prepares par induction 
de cultures en phase logarithmique, par chauffage a 45 *C 
15 pendant 20 minutes et addition de isopropyl 
-P-D-thiogalacto-pyranoside a une concentration de 10 mM. 
Apres une incubation supplementaire a 37 *C pendant 
1 heure, la culture a ete concentree, dans un tampon 0,01 
M Tris, pH8, 0.1 M EDTA, 10 mM NaCl, puis lysee par 
20 addition de 0,25 mg de lysozyme, 0,01 M MgCl 2 , et 0,2% 
TRITON X100, et enfin traitee par la DNAsel a 37 *c 
pendant 30 minutes. 

Les clones FM1 et FM16 r^agissent beaucoup 
plus fortement avec I'anticorps TG 17-179 que le clone 
25 FM3 . La carte de restriction montre que les inserts EcoRI 
de 450 pb (FM3), 550 pb (FM1) et 650 pb (FM16) contien- 
nent des sequences qui se chevauchent. 

Le sequencage de ces clones a revele que les 
cadres de lecture en phase avec celui de la 
30 P-galactosidase 6taient de seulement 17 pb pour FM3, et 
95 pb et 172 pb pour FM1 et FM16 respect ivement , le reste 
des inserts correspondant a la region 3 1 non traduite 
plus la queue polyA. II apparait done que le peptide 
correspondant aux 5 amino acides C-terminaux de l'anti- 
• 35 gene GP28.5 code par le clone FM3 , est suffisant pour 

* * 

obtenir une reaction antigenique. 
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TT) PURIFI CATION DE Ij 1 ANT 1 GENE GP28.5 

FYFMPT.F 1 ; PURT F TrATTON PR I. ■ ANTIGENS GP28.5 PAR HPfrC, 

10 10 tachyzoites de la souche RH ont 6t6 laves 
deux fois avec 10 iriM PBS, pH 7,2. Apr£s centrif ugation a 
5 1000 g pendant 10 minutes, le culot a ete incub£ toute la 
nuit a 4 # C sous agitation douce, a une concentration de 
10 9 parasites/ml dans du tampon TEN (10 iriM TRIS-HCL, pH 
7,4 ; 2 mM EDTA ; 150 iriM NaCl) additionne de 1% de 
NONIDET P40, de 100 U/ml d'aprotinine et de 40 pM de PMSF. 
10 Apres centrif ugation a 3500 g pendant 20 minutes, le sur- - 
nageant a 6te recupere et filtre sur une membrane 
MILLIPORE de 0,22 \m. Les proteines de tachyzoites 
extraites au NP40 ont et6 purifiees par chromatographie 
HPLC en phase inverse sur une colonne VYDAC CI 8 (300 A, 
15 taille des particules : 7 pm, dimensions de la colonne : 
500x9mm). 8 ml d'extrait de proteines brutes ont ete 
charges sur la colonne C18 a 0% de solvant B [le solvant 
A est constitu6 de 0,5% v/v de TFA dans l'eau ; Le sol- 
vant B est un melange 25/75/0,45 (v/v) d'eau/acetoni- 
20 trile/TFA] . Apres 10 minutes d'elution isocratique, les 
proteines sont eludes avec un gradient de 0 a 100% de 
solvant B, pendant une dur£e de 180 minutes, a une 
vitesse dilution de 2 ml par minute, et detectees a 215 
nanometres. Pour localiser I'antigene GP28.5, chaque 
25 fraction HPLC a 6t6 lyophilisee, et le lyophilisat a ete 
dilue dans 100 \il d'un melange TEN/ PBS , [10 mM, pH 8 
(v/v)]. 1 \ll de chaque fraction a ete test6 par dot -blot 
en utilisant 1'anticorps monoclonal TG17-17 9. 10 \il (ce 
qui correspond a environ 12 \ig de proteine purifiee) de 
30 chacune des fractions qui ont montre une reaction posi^ 
tive, ont et6 d£pos£s sur gel d'acrylamide en presence de 
2 -ME, Une coloration du gel au nitrate d 1 argent a penriis 
de verifier leur homogeneity et leur purete. Un gel simi- 
laire a et6 realise et utilise pour le transfert electro- 
35 phoretique sur membrane de nitro-cellulose . L 1 antigeni- 
city des fractions a et6 6valu6e en incubant la membrane 
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avec l'anticorps monoclonal TG17-179. La detection a ete 
faite avec des anticorps anti-IgG de souris, marques a la 
peroxydase . 

Le composant majeur de l'eluat est la proteine 
5 GP28.5. Le seul contaminant decele est une proteine de 
65 kDa. qui est egalement reconnue par l'anticorps TG17- 
179, et qui peut done representer soit un dimere de 
GP28.5, soit un antigene apparente. 

TT T * wnwtwRS TMMnNOT.OflIQUEP T>F, V nNTIHTiNn BT PB 

10 ffy.fi KRAGMENTS 

'RY'RMPTjF, A : TMMTTMTSATTON TYRfi SOURIS ET PSSMS £E 

PROTKCTTON . 

Des souris femelles OF1 tgees de 8 a 10 
semaines ont ete immunisees de la facon suivante : qua- 
15 rante-deux, trente-cinq, vingt-sept et sept jours avant 
1' infection, les antigenes suivants : 

- ESA correspondant a la secretion de 5.10 7 tachyzoites ; 
ou bien, 

- 15 \ig de GP28.5 purifiee par HPLC comme decrit a 
20 l'exemple 3 ont ete mis en suspension dans 100 ^1 de PBS, 

emulsifie avec 100 ul d' adjuvant incomplet de FREUND et 
administres par injection sous-cutanee. 

Des souris temoin ont ete traitees selon le 
meme protocole par du PBS additionne de 100 Ul d' adjuvant 

25 incomplet de FREUND. 

Le jour de 1' infection, les serums ont ete 
collectes, puis une suspension de 1200 kystes dans 0,3 ml 
de PBS, pH 7,2 a ete administree oralement . 

Les serums des souris immunisees avec les ESA 
30 ou la GP28.5 purifiee par HPLC ont ete testes par trans- 
fert immuno-electrophoretique, contre des antigenes ESA 
de tachyzoites extraits au NP40, afin de determiner s ' v ils 
reconnnaissent 1" antigene GP28.5. 

II apparait que le profil d* immuno-reactivite 
35 est sensiblement le meme que la revelation soit faite 
avec l'immunserum de souris ou bien avec l'anticorps 
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monoclonal TG17-179 : dans les deux cas, trois bandes 
d' environ 100, 65 et 28 KDa sont revelees . Les deux 
bandes de poids moleculaire le plus eleve qui sont recon- 
nues par l'anticorps TG17-179 representent probablement 

5 des polymeres de GP28.5 

La figure 2 represente le pourcentage de sou- 
ris survivantes apres 1* infection. Cette figure montre 
que, alors que seulement 25% des souris temoin immunisees 
uniquement avec 1* adjuvant incomplet de FREUND survivent 
10 15 jours apres 1 'infection, 75% des souris iinmunisees 
avec l'antigene GP28.5 purifie par HPLC sont encore 
vivantes 50 jours apres 1' infection. Lorsque les souris 

* 

sont iinmunisees avec les antigenes ESA, 45% survivent 50 
jours apres 1' infection, Ces resultats montrent que 
15 1 ' immunisation avec l'antigene GP28.5 purifie par HPLC 
conduit a une protection significative. 

TKTNPfi RFrOMBTMANT Fg EI FffPOMTfl A T S S ANCE DE L ' EPITOPE 

C -TERMINAL 

20 Les serums humains ont ete obtenus a partir de 

patients porteurs d'une infection chronique par Toxo- 
plasma gondii (TG positif ) . Des serums de patients sains 
ont et6 utilises comme temoin (TG negatif ) . Le test a ete 
realise par ELISA, et la revelation faite en utilisant 
25 des anticorps anti-IgG humaines biotinylees ; la fixation 
de ces anticorps a ete decelee en utilisant des complexes 
streptavidine-biotine marques a la peroxydase. Le sub- 
strat de peroxydase utilise est l'OPD et la densite 
optique a ete mesuree a 492 nm et exprimee par rapport a 
30 un temoin realise en utilisant comme antigene la GST, 
selon la formule suivante : 

DO = DO du serum reagissant avec la proteine recombinante 
de 59 acides amines - DO du serxim reagissant avec la GST. 
Dans ces conditions, la moyenne de la densite optique des 
• 35 serums TG-negatifs etait de 0,23. 74% des cinquante-neuf 
serums TG-positifs etaient au dessus de cette densite 
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optique. La correlation avec un test conventionnel des 
anticorps anti-TG est de : R = 0,74 P. 

Malgre cette correlation, des patients posse- 
dant de 50 a 100 UT/ml d'IgG anti-TG montrent des valeurs 
tres disperses de niveaux d' anticorps centre la proteine 
recombinante FU16 des densites optiques s ■ echelonnent 
entre 0,35 et 1,5). il semble done qu'uri niveau homogene 
d- anticorps anti-TG puisse en fait refleter des reponses 

variees a l'antigene GP28.5. 

Dix serums negatifs en ELISA centre la pro- 
teine contenant les cinguante-neuf acides amines ont ete 
testes en immunotransf ert centre la proteine de fusion 
contenant les 212 acides amines (clone LcDNA) . Suit de 
ces serums reagissent avec la proteine comprenant les 212 
acides amines, alors que 7 des serums de contr&le reagis- 
sent negativement. Il est probable que ces 8 serums 
reconnaissent des epitopes presents sur la proteine de 
212 acides amines, et plus proches de l'extremite N- 
terminale que ceux portes par la proteine comprenant les 

cinquante-neuf acides amines. 

La fixation de TG 17-179 a l'antigene recombi- 
nant FM16 a ete testee en ELISA competitif en presence de 
serums de patients infectes ; le serum a ete ajoute a une 
dilution de 1/100 a la solution de 1- anticorps mono- 

25 clonal. 

Ces essais de competition entre TG 17-179 et 
des serums de patients infectes montrent que les anti- 
corps polyclonaux humains reagissent avec 1' epitope 
C-terminal de la GP28.5 : parmi les 12 serums humaxns 
30 testes, 10 inhibent a des degres varies la fixation de 
TG 17-17 9 a la proteine de fusion FM16. 

La reactivite des proteines de fusion pro- 
duites par les clones FM1 et FM3 avec 1' anticorps 
TG 17-17 9 a egalement ete testee ; FM1 et FM16 reagissent 
35 beaucoup plus fortement avec 1' anticorps TG 17-179 que le 
clone FM3 . 



20 
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Or, le sequencage de ces clones a revele que 
le cadre de lecture en phase avec celui de la 
(J-galactosidase, est de seulement 17 pb pour FM3 , et 
95 pb et 172 pb. pour FM1 et FM16 respect ivement . 11 
5 apparait done que le peptide code par le clone FM3, et 
correspondant aux 5 amino acides C-terminaux de 
l'antigene GP28.5 est suffisant pour obtenir une reaction 
antigenique. 

Cependant, dans la mesure ou il est egalement 
10 apparu que la liaison de l'anticorps monoclonal TG 17-179 
a ce peptide FM3 est plus faible que la liaison dudit 
anticorps aux peptides codes par les clones plus longs 
FM1 et FM16, les Invent eurs ont entrepris de determiner 
la longueur optimale de 1' epitope. 
15 TTCT^MPT.F. fi ; TMMtTNO F P&rTTVTTE DE PEPTIDE? PYNTnTiTIQVES 

mRRRfiPQN n AMT A Tj ' F.YTRWMTTE C - TERMINAI iPi PK GP28 . 5 

Des peptides se chevauchant et couvrant la 
sequence carboxy-terminale de GP28.5 (1 a 15 residus) ont 
ete synthetises, en utilisant la methode de MERRIFIELD. 
20 lis ont ete testes par ELISA competitif avec 

la proteine de fusion FM16. 

Les quinze acides amines terminaux de GP28.5 
contiennent 1' epitope reagissant avec l'anticorps mono- 
clonal TG17-179. La capacite de ce peptide a inhiber la 
25 reactivity en ELISA contre la proteine recombinante 
contenant les cinquante-neuf acides amines, de serums 
obtenus a partir de patients atteints d' infections aigues 
ou chroniques a ete testee. Les deux types de serums 
(aigu et chronique) sont inhibes, a un degre varie, par 
30 le peptide C-Terminal de quinze acides amines. Pour les 
serums chroniques, le pourcentage d' inhibition varie de 8 
a 100% et on n' observe aucune correlation avec la densite 
optigue de depart. Le faible taux d' inhibition observe 
pour certains serums peut etre du a la presence d'anti- 
35 corps a faible affinite pour ce peptide. Toutefois, meme 
en. multipliant par dix la concentration du peptide, le 
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pourcentage d- inhibition n'est pas augmente La ^ e ^" 
cite de I' inhibition a ete demontree en utxlxsant comma 
Tallin un peptide de sequence differente et de longueur 
similaire. Le pourcentage d'inhibition des serums axgus 
5 varie de 15 a 90% et est egalement independant de la den- 

site optique de depart. 

Les etudes d'inhibition realisees montrent 

done que le peptide de 15 acides ^ oomprend un 
1. epitope majeur de la region C-Terminale 
0 neuf acides amines, pour quatre sur douze des serums 
' obtenus a partir de patients chroniques. et pour trozs 
sur douze des serums obtenus a partir de patients 
atteints defections aigues. En outre, troxs sur douze 
d es serums chroniques. et quatre sur douze des serums 
15 aigus. montrent une inhibition part.elle (35-80% 

d'inhibition). . 

II apparait done que la reponse polyclonale a 

1'antigene GP28.5 implique une reactivite avec les quinze 
acides amines C-Terminaux, reactivite dont le degre varxe 
20 suivant les individus. En revanche, le degre de cette 
reponse ne varie apparent pas entre I'infectxon axgue 
et 1' infection chronique. aucune difference dans le 
pourcentage d'inhibition moyen pour chacun des deux 

groupes n'ayant ete observee. 
25 Toutefois, cinq sur douze des serums chro- 

niques et cinq sur douze des serums aigus qui reagissent 
avec la region C-Terminale de cinquante-neuf aexdes amx- 
nes de GP28.5 ne reagissent pas avec le peptide de quxnze 
acides amines C-terminaux, ce qui montre que d'autres 
30 epitopes B majeurs existent dans cette regxon 
cinquante-neuf acides amines et notamment dans 
fragment correspondant aux amino-acides 127-176 de, la 

sequence de 1'antigene GP28.5. 

Dans le cas de peptides C-terminaux presentant 
mo ins de 15 acides amines, les. resultats sont les 



de 
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L 1 inhibition la plus forte de la liaison de 
l'anticorps monoclonal TG 17-17 9 a la proline de fusion 
est obtenue avec des peptides comprenant entre 11 et 15 
residus . 

5 L 1 inhibition est toutefois obtenue avec 

1 1 octapeptide comprenant les 8 residus C-terminaux. 

La liaison de TG 17-179 a 1 'heptapeptide 
C- terminal est 8 fois moins importante que sa liaison a 
1 ' octapeptide . Enf in 1 1 immunoreactivite du peptide syn- 
10 thetique est perdue quand il comprend 6 acides amines C- 
terminaux ou moins . 

L 1 octapeptide depourvu de sa fonction COOH et 
1 ■ octapeptide comprenant deux residus C-terminaux addi- 
tionnels (Alanine) ont 6te egalement ete testes. Ces deux 
15 peptides ont pratiquement la mSme activity que l 1 octa- 
peptide C-terminal : ceci montre que la fonction car- 
boxyle n'est pas necessaire a 1 ' immunor6activit6 de 
1' epitope reconnu par TG 17-i79. 

Des memes peptides ont 6t6 testes en ELISA 
20 direct. Dans ces conditions 1 1 immunoreactivite en fonc- 
tion de la longueur du peptide decroit plus rapidement : 
elle en effet perdue pour des peptides de longueur infe- 
rieure a 10 residus. En consequence, il apparalt qu'en 
ELISA direct, I'anticorps monoclonal necessite un peptide 
25 plus long que dans le test par inhibition. Dans ce cas 
particulier, il est peu probable que ceci soit dCi a une 
mauvaise absorption des peptides les plus courts sur la 
plaque de microtitration, etant donne la nature hydropho- 
bique des amino-acides desdits peptides. 
30 Des peptides depourvus de residus C-terminaux 

ont Egalement ete synthetises : alors que 1' incubation de 
TG 17-179 avec 1 1 octapeptide synth^tique couvr^nt 
1' ensemble des residus C-terminaux inhibe la liaison de 
la proteine de fusion recombinante, 1 'heptapeptide cor- 
35 respondant depourvu du residu glutamine carboxy-terminal 
est' 64 fois moins actif en tant que comp6titeur , et 
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1 • hexapeptide dipourvu des deux residus carboxy-teminaux 
est 104 fois moins actif. 
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LISTE DE SEQUENCES : 
NOMBRE DE SEQUENCES 2 2 

1) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) C ARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2152 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Toxoplasma gondii 

(ix) C ARACTERI ST I QUE ADD IT IONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: join ( 886 1035, 1275.. 1682) 

(ix) C ARACTER I ST I QUE ADDIT IONELLE : 

(A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT: 886.. 1035 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDIT IONELLE : 

(A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT: 1275.. 1682 

( ix) CARACTERISTIQUE ADDIT IONELLE : 

(A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: 1036.. 1274 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



CTGCAGTCTT 


AATCATTTCC 


ACATAGTTTT 


TGTTCCCCCA 


GACAATCAAT 


CCTGGCTGAG 


60 


CCCCCCATGT 


ACGCGTTACC 


ACCTGCCAGT 


GCATATGGGT TTGCATATTT TTGCTGAAGT 


120 


CCGAAAGAGG 


GGCCACGCAA 


AACGTTACCG 


GTTTGCTGCA 


GGCAGCCAGG 


TAGGTGGAAC 


180 


AGATCTCCAG 


CGAGTACGAC 


CACTGTGCGT 


GTACTTACGC 


CAAAAGGAAA 


ATACACCTGC 


240 


ACCGCTATTA 


AGCGGCAGTC 


GTCTACCTGA 


ATCGTCTCCC 


CGGCCTCATC 


ATTTTGTTCG 


300 


ACACAAGTTT 


CCATTAGGAC 


TTTGTGACAG 


TCGTCTGCTC 


TCGACCTTCC 


AACCGTCTCG 


360 


TGGACGAAAA 


ATCCTCGGGT 


GACTTGCCGT 


GGACGAACGC 


CTCCCGTTTG 


CTTCTACAAG 


v 420 


TGACTATGCG 


ATAGGTTCCG 


CAGTGCAGCC 


AGGCTTGCGA 


AAAACAAGTT 


CGTCGCAAAA 


480 


• 

GGTTAATTAC 


CTACGCACCA 


CGAAGGAAAA 


CGCGTATCAC 


GTCAGTCCTT 

• 


ACGGTCAATA 


540 


TACAAATACT 


TGGCCGTCCA 


GTGGAGGCAA 


CGTGCCCGTC 


GCACGGTGAT 


ACTGACTGGT 


600 
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GACTTGCACG TACGTCTCTC GCCGGCGTCC AAACCAAATT GACCCGGGGC AGCCTACTCC 
CTGTCGTCCC TTAGGCTAAG TGCGAGCAAC ATCTCTACAC AGAGACGACG CCAGAGACGC 
AAAATGAACA GCGGAACCTG CGTCGCTGTC TGTCCTGCGA ACTGATGACA GAAAGGGTCA 
TTAAACGATT TCTTTTGCAA TTCGCGTCGT TATCGCACGT TGTTTCTCTT CCCACGAATA 
GTTGTTTTGA TTAGATATTG CTTCTTCTCC ACATATCGCC TCACA ATG TTC GCC 

M©t PUG AJ.3 

1 

GTA AAA CAT TGT TTG CTG GTT GTT GCC GTT GCC GCC CTG GTC AAC GTC 
Val Lys His Cys Leu Leu Val Val Ala Val Gly Ala Leu Val Asn Val 
5 10 15 

TCG GTC AGG GOT GCC GAG TTT TCC GGA GTT GTT AAC CAG GGA CCA GTC 
ler Val Arg Ala Ala Glu Phe Ser Gly Val Val Asn Gin Gly Pro Val 
20 25 30 

GAC GTG CCT TTC AGC GGT AAA CCT CTT GAT GAG AGA GCA GTT GGG 
Asp Val Pro Phe Ser Gly Lys Pro Leu Asp Glu Arg Ala Val Gly 

40 45 

TAAGTTGGCA AAAGTAATGA TAGAGGCAGG GGTTGAACGA TAGGCGGCTG CAGATTTGTA 

TAACACAACA TGATGTAGCT GCCACGGTTT TTTTTCGGAG AGTGATGCCG TCTGACTGTC 

ATCGCACCCA TGGGAGCTAG GGAGGTGCGC TTCTGTGTGA TATGTATTGT CCTAGTCCAA 

TTTCCCACGC ACTGTAGTGT CTTGAGACTC GGTGCCATGT AGAATTTTGT GTCTGCAGA 

GGA AAA GGT GAA CAT ACA CCA CCA CTC CCA GAC GAG AGG CAA CAA GAG 
Gly Lys Gly Glu His Thr Pro Pro Leu Pro Asp Glu Arg Gin Gin Glu 

55 60 65 

CCA GAA GAA CCG GTT TCC CAA CGT GCA TCC AGA GTG GCA GAA CAA CTG 
Pro Glu Glu Pro Val Ser Gin Arg Ala Ser Arg Val Ala Glu Gin Leu 

70 75 80 

TTT CGC AAG TTC TTG AAG TTC GCT GAA AAC GTC GGA CAT CAC ACT GAG 
Phe Arg Lys Phe Leu Lys Phe Ala Glu Asn Val Gly His His Ser Glu 
85 90 95 

AAG GCC TTC AAA AAA GCA AAG GTG GTG GCA GAA AAA GGC TTC ACC GCG 
Lys Ala Phe Lys Lys Ala Lys Val Val Ala Glu Lys Gly Phe Thr Ala 
100 105 11° 

GCA AAA ACQ CAC ACG GTT AGG GGT TTC AAG GTG GCC AAA GAA GCA GCT 
Ala Lys Thr His Thr Val Arg Gly Phe Lys Val Ala Lys Glu Ala Ala 
115 120 I 25 



660 
720 
780 
840 
894 



942 



990 



1035 



1095 
1155 
1215 
1274 
1322 



1370 



1418 



1466 



1514 
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GGA AGG GGC ATG GTG ACC GTT GGC AAG AAA CTC GCG AAT GTG GAG AGT 
Gly Arg Gly Met Val Thr Val Gly Lys Lys Leu Ala Asn Val Glu Ser 

135 140 145 

GAC AGA AGC ACT ACG ACA ACG CAG GCC CCC GAC AGC CCT AAT GGC CTG 
Asp Arg Ser Thr Thr Thr Thr Gin Ala Pro Asp Ser Pro Asn Gly Leu 

150 155 1^0 

GCA GAA ACC GAG GTT CCA GTG GAG CCC CAA CAG CGG GCC GCA CAC GTG 
Ala Glu Thr Glu Val Pro Val Glu Pro Gin Gin Arg Ala Ala His Val 
165 170 175 

CCC GTC CCA GAC TTT TCG CAG TAATGTTGAC TACGACGAAA GTGATGCGCA 
Pro Val Pro Asp Phe Ser Gin 
180 185 

GGCTGGAAAG CCGCTGAAGG GAGAAGTCTA CAAAGCCGAT CAGTGAAAAA TGTGTGGGGA 
GGTGGTCTTG TTGCAGGAAT GCAATGTGTT AAGCATCGTG TTCGAATGCA GTGCGTGTAT 
CAGTTGTGCG CGGAAGGACA CTGCTTCAAT GTT AAG AACC TGTTTTCTCC GTAGAGAGGA 
CCAAAAGACG ATTGCAAAAC TGGT ATGT AC GCAATAGCCC AATGCCGGAC GTCAGTTGGT 
TGTATGTGAC GCTCCCAGAT GTCATATGCC TTGTGAGTGT GTCTGGGATG CAAGTTTTTG 
GTGTGCGTTG ATTTCGCCAG CTTATGACAG TGGCAGACGA ATTATTGACA TGATACAAGG 
ACGCAGAAAG GAACAAACAC CGTAGTTCCA GTCGACACAG AAAGGGAGGG TAAAGAAAGT 
AATTGAAAGG TGATTTTAGA TAA 



1562 



1610 



1658 



1709 



1769 

1829 

1889 

1949 

2009 

2069 

2129 

2152 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 185 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

™. »i v al iv* His Cvs Leu Leu Val Val Ala Val Gly Ala Leu 
Met Phe Ala Val Lys His t_ys ucu u 15 

1 5 10 

Val Asn Val Ser Val Arg Ala Ala Glu Phe Ser Gly Val Val Asn Gin 

20 2b 

Gly Pro Val Asp Val Pro Phe Ser Gly Lys Pro Leu Asp Glu Arg Ala 
35 

, t His Thr Pro Pro Leu Pro Asp Glu Arg Gin 

Val Gly Gly Lys Gly Glu His inr rro 



55 60 
50 5b 



Gin 
65 



Glu Pro Glu Glu Pro Val Ser Gin Arg Ala Ser Arg Val Ala Glu 

70 75 

Cln Leu Phe Arg Lys Phe Leu Lys Phe Ala Glu Asn Val Gly Hi. His 

85 90 

Ser Glu Lys Ala Phe Lys Lys Ala Lys Val Val Ala Glu Lys Gly Phe 



100 



105 



Thr Ala Ala Lys Thr His Thr Val Arg Gly Phe Lys Val Ala Lys Glu 

115 120 
Ala Ala Gly Arg Gly Met Val Thr Val Gly Lys Lys Leu Ala Asn Val 



130 



135 



Glu ser Asp Arg Ser Thr Thr Thr Thr Gin Ala Pro Asp Ser Pro Asn 
145 150 155 

Gly Leu Ala Glu Thr Glu Val Pro Val Glu Pro Gin Gin Arg Ala Ala 



165 



His Val Pro Val Pro Asp Phe Ser Gin 

180 185 
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REVENDICATIONS 
1) Fragment d'acide nucleique, caracterise en 
ce qu'il comprend une sequence codant pour l'antigene 

GP28.5 de toxoplasme. 
5 2) Fragment decide nucleique selon la 

revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence representee dans la liste des sequences en 
annexe sous le numero SEQ.ID. N0:1. 

3) Fragment d'acide nucleique codant pour un 
10 polypeptide comprenant au moins un Epitope de l'antigene 
GP28.5 de toxoplasme, caracteris<§ en ce qu'il est choisi 
dans le groupe constitue par : 

- un fragment d'acide nucleique codant pour un 
polypeptide comprenant au moins les 5 acides amines 

15 C-terminaux de la sequence SEQ.ID. NO: 2 ; 

- un fragment d'acide nucleique codant pour un 
polypeptide comprenant les amino acides 24-12 9 de la 

sequence SEQ.ID.NO:2. 

- un fragment d'acide nucleique codant pour un 
20 polypeptide comprenant les amino acides 127-176 de la 

sequence SEQ.ID. NO: 2. 

4) Vecteur recombinant caracteris6 en ce qu'il 
comprend au moins un fragment d'acide nucleique selon 
I'une quelconque des Revendications 1 h 3. 
25 5) Cellule eucaryote ou procaryote trans- 

form^, caract6risee en ce qu'elles contient au moins un 
vecteur recombinant selon la Revendication 4. 

6) Polypeptide caracteris6 en ce que sa 
sequence est celle representee dans la liste de sequences 

3 0 en annexe sous le numero SEQ.ID.NO:2. 

7) Proteine recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle comprend tout ou partie de la sequence 
SEQ.ID. NO: 2, eventuellement fusionnee avec une autre 
sequence polypeptidique. 
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8) Proteine recombinante selon la revendica- 
tion 7, caracterisee en ce qu'elle est choisie dans le 

groupe constitue par : 

- une proteine recombinante comprennant les 

amino-acides 127-176 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

- une proteine recombinant e comprennant les 
amino-acides 1-129 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

- une proteine recombinante comprennant les 
amino-acides 24-129 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

9) Precede de production d'une proteine 
recombinante selon la Revendication 8, leguel precede est 
caracterise en ce gu'il comprend une etape au cours de 
laguelle on precede a la mise en culture d'une cellule 
transformee selon la Revendication 6. 

10) Fragment peptidique const ituant un epitope 
de l'antigene GP28.5 de toxoplasme, caracterise en ce 
gu'il est choisi dans le groupe constitue par : 

- un fragment peptidique comprenant au moins 
les 5 acides amines C-terminaux de la sequence 

20 SEQ.ID.NO:2 ; 

- un fragment peptidique comprenant entre 5 et 

15 acides amines C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2 ; 

- un fragment peptidique comprenant les acides 
amines 24 a 129 de la sequence SEQ.ID.NO-.2 ; 

25 _ un fragment peptidique comprenant au moms 

les acides amines 55 a 70 de la sequence SEQ.ID.N0:2 ; 

- un fragment peptidique comprenant les acides 
amines 140 a 160 de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

11) Fragment peptidique selon la revendication 
30 10, caracterise en ce qu'il comprend entre 8 et 15 acides 

amines C-terminaux de la sequence SEQ.ID.NO:2. 

12) Compositions antigeniques caracterisees en 
ce qu'elles comprennent au moins un antigene pris dans le 

groupe constitue par : 
35 . - un polypeptide de sequence SEQ.ID.NO:2 ; 
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- un fragment peptidique selon une quelconque 

des revendi cat ions 10 ou 11 ; 

une prot6ine recombinante selon la 

revendication 8. 

13) Proced6 de preparation d'anticorps anti- 

GP28.5, caracterisS en ce qu'il comprend une etape au 
cours de laquelle on immunise un animal avec une composi- 
tion antigenique selon la revendication 12 • 

14) Utilisation de compositions antigeniques 
selon la revendication 12 pour l'obtention de reactifs de 
diagnostic de la toxoplasmoses 

15) Utilisation de compositions antigeniques 
selon la revendication 12 pour l'obtention de vaccins 
anti-toxoplasmes . 
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